






























































(PGC‐1α)  in skeletal muscle of male wild  type control  (CTRL) and PGC‐1α muscle‐specific knockout 37 
(PGC‐1α mKO) mice  upon  12 weeks  of  LCHF  diet  feeding.  Interestingly,  LCHF  diet  administration 38 
increased oxygen consumption  in a muscle PGC‐1α‐dependent manner concomitant with a blunted 39 
transcriptional  induction  of  genes  involved  in  fatty  acid  oxidation  and  impairment  in  exercise 40 




















(27).  In contrast  to classical high  fat diets, ketogenic diets are characterized by a  lower content of 60 
carbohydrates  and  proteins  and will  promote  a  dietary  state  reminiscent  of  fasting,  diametrically 61 
opposite of the fed‐like phenotype evoked by high fat diets. Historically,  low carbohydrate/high‐fat 62 
(LCHF) diets have been developed for and successfully used in the treatment of epilepsy, in particular 63 
to  reduce  seizures  in  children  who  are  non‐responders  to  pharmacological  interventions  (19). 64 
Increasing  evidence  has  expanded  the  usage  of  LCHF  diets  to  metabolic  disorders  like  obesity, 65 
cardiovascular diseases or type 2 diabetes, but also certain types of cancer (6, 7, 9, 12, 30, 37). LCHF 66 
diets induce a state known as ketosis, which also occurs physiologically after prolonged fasting periods, 67 






production  (8)  have  been  proposed  to  be  important  pathways mediating  the  positive  effects  of 74 
ketogenic diets. 75 




trained  vs.  untrained  individuals  (1,  33)  and  thus  constitutes  a major  regulator  of  ketone  body 80 
homeostasis  in  exercise.  Moreover,  skeletal  muscle  emerges  as  the  key  tissue  to  actively  and 81 
voluntarily modulate ketone body homeostasis. Importantly, the beneficial and detrimental effects of 82 
long term administration of LCHF diets are still debated and the compatibility with exercise training is 83 


































for 10 min. The speed of  the  treadmill was subsequently  increased by 2 m/min every 15 min until 116 
exhaustion. Basal blood glucose and  lactate  levels were assessed  in tail vein blood before and after 117 
































polyacrylamide  gels  and  transferred  to  a nitrocellulose membrane  (Whatman;  Sigma‐Aldrich).  The 148 
proteins of interest were detected with the following antibodies: OXCT1 (ab105320; Abcam), ACAT1 149 
(HPA004428;  Sigma‐Aldrich),  eEF2  (2332;  Cell  Signaling  Technology),  mitoprofile  (MS604; 150 
MitoSciences) and polyclonal swine anti‐rabbit immunoglobulins/horseradish peroxidase or polyclonal 151 
rabbit anti‐mouse  immunoglobulins/horseradish peroxidase,  respectively  (P0399 and P0260, Dako, 152 
















































17),  significantly  increased  circulating  levels  of  aspartate  transaminase  (ASAT)  and  alanine 200 
10 
transaminase  (ALAT) were  observed  in  LCHF‐fed  control  and  PGC‐1α mKO mice  (Fig.  2E  and  2F), 201 
indicative  of  liver  stress  caused  by  LCHF  diet  feeding.  Furthermore,  LCHF  diet  feeding  elevated 202 
circulating β‐hydroxybutyrate (β‐OHB) levels in both cohorts, even though PGC‐1α mKO mice depicted 203 








diet  feeding  (Fig. 2I).  In  stark  contrast, protein  levels of OXCT1 and acetyl‐CoA acetyltransferase 1 212 
(ACAT1)  were  significantly  increased  (Fig.  2J  and  2K).  The  transcript  levels  of  Glut4,  Pfkm, 213 
monocarboxylat‐transporter 1 Mct1, Bdh1, Oxct1 and Acat1 (Fig. 2H and 2I) were lower in PGC‐1α mKO 214 
mice,  even  when  compared  to  LCHF‐fed  control  animals.  The  increased  levels  of  pyruvate 215 
dehydrogenase lipoamide kinase isozyme 4 (Pdk4) with LCHF diet feeding (Fig. 2L) and various genes 216 
encoding proteins  involved  in  fatty  acid uptake  (cluster of differentiation 36, Cd36)  and oxidation 217 
(carnitine  palmitoyltransferase  1b,  Cpt1b;  acyl‐CoA  dehydrogenase  long  chain,  Acadl;  acyl‐CoA 218 
dehydrogenase very  long chain, Acadvl)  indicate a substrate shift  towards  fatty acid metabolism  in 219 
control mice (Fig. 2M). Importantly, the  induction of these genes was blunted  in PGC‐1α mKO mice 220 
(Fig.  2M).  Interestingly,  despite  the  central  role  of  PGC‐1α  and  peroxisome  proliferator‐activated 221 
receptor α (PPARα) for the transcriptional control of fatty acid metabolism in skeletal muscle (35), gene 222 







Since LCHF‐fed PGC‐1α mKO mice showed a blunted  induction of  fatty acid metabolism  in skeletal 229 
muscle, we were interested if this would affect exercise performance and substrate utilization during 230 













3E).  These differences were however diet‐independent  since  chow‐fed mKO mice  also performed 244 
significantly worse  than  their control  littermates. Collectively,  these  findings  suggest  that LCHF‐fed 245 
PGC‐1α mKO mice  have  difficulties  to  keep  up with  the  increased  energy  demand  in  endurance 246 






of  mitochondrial  biogenesis  in  skeletal  muscle,  we  measured  the  levels  of  mitochondrial  gene 253 













Besides physical  activity, dietary  interventions  are  a mainstay of prevention  and  therapy of many 265 
diseases.  LCHF  diets  have  been  increasingly  studied  in  the  past  decades  due  to  their  therapeutic 266 
potential,  not only  in  the  treatment of  epilepsy  and other  brain‐related disorders, but  also other 267 
pathologies that are associated with peripheral organs (27). Endogenous ketone body levels are in part 268 
controlled  by  hepatic  ketogenesis. Dietary  ketosis  is  however  largely  determined  by  ketone  body 269 
metabolism in brain, heart and skeletal muscle. Of these three main consumers, only skeletal muscle 270 
can be directly  and  voluntarily  affected  and  indeed,  training  can  reduce post‐exercise  ketosis  (1). 271 
Moreover, we have previously demonstrated that muscle PGC‐1α can modulate systemic ketosis  in 272 
numerous acute physiological and pathophysiological contexts (33). Here, we show that muscle PGC‐273 
1α  likewise  contributes  to  the  local  and  systemic  adaptations  of  long  term  LCHF  diet  feeding.  In 274 
particular, LCHF diet‐induced oxygen consumption was severely blunted  in PGC‐1α mKO mice. Even 275 
more dramatic, LCHF‐fed PGC‐1α mKO mice displayed a marked impairment in running performance 276 
already at moderate exercise  intensities and  the  initial  increased oxygen consumption  rate quickly 277 
dropped to the same level as of chow‐fed PGC‐1α mKO mice. In contrast, LCHF‐fed control mice were 278 
able to run the same amount of time as their chow‐fed counterparts despite their reduced lean mass 279 
assuming  that  the  efficiency  of  consuming  energy  from  fats  is  higher  upon  LCHF  diet  feeding  as 280 

















feeding  induces  a  “fasting‐like”  state  that  could hinder  the buildup of muscle mass. The  inherent 297 
problems of the LCHF diet could be circumvented by direct administration of ketone bodies, e.g. in the 298 
form of  transesterified  β‐OHB precursor metabolites without  the massive acid/salt  load associated 299 
with  intake of  β‐OHB  in acid or  salt  form  (11). The nutritional ketosis elicited by  such metabolites 300 













though  the effect of such diets on hepatic  lipid  levels  in humans  is  less clear, caution  is advised  in 314 




fed  mKO  compared  to  CTRL  mice  is  unclear,  this  change  might  be  a  consequence  of  the 318 
hyperketonemia  in mKO animals. Thus, our previous  (33) and present  findings would  suggest  that 319 













Atkins diet resulted  in muscle damage, especially  in ragged‐red  fibers,  indicating  that nutrition can 333 
modify mitochondrial disease progression (1). Surprisingly,  in the 2.5 years follow up study patients 334 
showed  improvements  in muscle  strength  suggesting  that  the  initial  fiber degeneration promoted 335 
subsequent  fiber regeneration resulting  in  increased muscle  force. Thus, care must be  taken when 336 
administering  LCHF  diets  to  patients  with  mitochondrial‐associated  diseases  and  in  evaluating 337 
responses to short‐term treatment. 338 
Taken  together,  our  results  clearly  demonstrate  that  PGC‐1α  in  skeletal  muscle  is  essential  for 339 
maintaining  sufficient  energy  levels  during  prolonged  muscle  contractions,  especially  when 340 
carbohydrate availability is low, with important implications for whole body metabolism and energy 341 
homeostasis. Finally,  it  is  important to note that even though a LCHF diet  induces beneficial health 342 
effects  by  increasing  systemic  oxidative  metabolism,  such  interventions  also  exert  potentially 343 
16 
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LCHF diet  for 8 weeks  (n=6‐8). F‐I) Average calorie  intake  (F),  respiratory exchange  ratio  (RER)  (G), 483 
oxygen consumption rate (H) and total ambulatory activity (I) measured by indirect calorimetry over a 484 









cholesterol  (C), non‐esterified  fatty acids  (NEFA)  (D), ASAT  (E), ALAT  (F) and   β‐hydroxybutyrate  (β‐494 
OHB)  (G)  levels  of mice  fed  a  chow  or  LCHF  diet  for  12 weeks  (n=7‐9).  H‐I)  Gene  expression  in 495 
Gastrocnemius muscle relative to 18S of genes  involved  in glucose metabolism  (H) and ketolysis  (I) 496 




















Figure 4. LCHF diet  feeding does not affect mitochondrial biogenesis and  lowers ATP production  in 516 
skeletal muscle. 517 
A)  Gene  expression  in  Gastrocnemius muscle  relative  to  18S  of  genes  involved  in mitochondrial 518 
homeostasis (n=6‐8). B) Protein  levels of different mitochondrial chain complexes  in Gastrocnemius 519 
muscle relative to eukaryotic elongation factor 2 (eEF2) and representative immunoblots (n=6). C‐D) 520 
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Figure 2



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































* * * * *
*
B CTRL
CHOW
mKO
CHOW
CTRL
LCHF
mKO
LCHF
eEF2
NDUFB8
ATP5A
UQCRC2
C
ATP5A UQCRC2 NDUFB8
0.0
0.5
1.0
1.5
B
a
n
d
 i
n
te
n
s
it
y
r
e
la
ti
v
e 
to
 e
E
F
2
(a
.u
.) CTRL CHOW
mKO CHOW
CTRL LCHF
mKO LCHF
*
*
0
50
100
150
200
A
T
P
 
p
r
o
d
u
c
ti
o
n
(a
.u
.)
CTRL CHOW
mKO CHOW
CTRL LCHF
mKO LCHF
*
Complex I
#
#
D
E F
BASAL ADP-induced
0
100
200
300
O
C
R
(p
m
o
l/
m
in
)
CTRL CHOW
mKO CHOW
CTRL LCHF
mKO LCHF
Complex II
0
50
100
150
200
250
A
T
P
 
p
r
o
d
u
c
ti
o
n
(a
.u
.)
CTRL CHOW
mKO CHOW
CTRL LCHF
mKO LCHF
Complex II
kDa
37 -
50 -
25 -
20 -
BASAL ADP-induced
0
50
100
150
200
O
C
R
(p
m
o
l/
m
in
)
CTRL CHOW
mKO CHOW
CTRL LCHF
mKO LCHF
*
*
#
Complex I
p=0.06
